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Firefly bioluminescent system is attracting widespread attention as an in vivo imaging tool. Recently, 
near-infrared (NIR) light (650-1000 nm) has become a hot topic due to high living tissue penetrance.  
NIR bioluminescence imaging tools is employed in in vivo imaging for mice. However, the aim here 
is to utilize the same imaging tools in much larger organism for in vivo imaging. How much an existing 
imaging tool can be used for big animal imaging was evaluated, and it was found that improvements 
in wavelength and brightness were necessary. 
Chapter 2: The existing NIR imaging tools (AkaLumine and TokeOni) were trialed for large animal 
model imaging. The NIR light could be detected from a depth of 5 cm in large animal model test. 
Therefore, The NIR imaging tool could be used for in vivo imaging for a miniature pig. 
Chapter 3: An allyl group at the C7 position of D-luciferin induced a red-shift in the emission 
wavelength. Because there were previously no other luciferin analogs carrying an allyl group, allyl 
luciferin analogs were synthesized and the structure-activity relationship was revealed. As a result, 
NIR luciferin analogs with emission wavelengths that are near 700 nm were synthesized. 
Chapter 4: It is known that emission efficiency increases 1,000 fold by using the AMP-luciferin 
intermediate instead of luciferin. However, the issue is that it is very unstable. Thus, various AMP-
luciferin analogs were synthesized and investigated for structure-activity relationships. AMP-luciferin 
analogs with modified nucleotide groups was found to have luminescence activity and intermediate 
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Fig. 1.1. 発光生物（左：ホタル（撮影場所：白浜フラワーパーク）  
中央：ヤコウタケ（撮影場所：八丈島・八丈植物公園）  













































北米産ホタル(Photinus pyralis) Fluc, Ppy 560
ヒカリコメツキ(Pyrophorus termitilluminans) Eluc 537
ヒカリコメツキ(Pyrophorus plagiophthalamus) CBG 540
CBR 615
イリオモテボタル(Rhagophthalmus ohbai) SLG 550
































































   (式1-2)  
 

















擬一次反応として解析している（Fig. 1.2.4d）18,19。  
 
 

































































電磁波 空間分解能 深度 感度 時間分解能
CT X線 50-200 μm 限界なし mM 分
PET 高エネルギーγ線 1-2 mm 限界なし pM 分
SPECT 低エネルギーγ線 1-2 mm 限界なし pM 分
MRI ラジオ波 25-100 μm 限界なし μM~mM 分から時間
蛍光 可視光、近赤外光 2-3 mm < 1 cm



























































































ことが見出された 23。アミノルシフェリン構造のアミノ基に蛍光色素 BODIPY と Cy 7 を結合させた
類縁体 32,33 は、分子内 Förster 共鳴エネルギー移動によってそれぞれ 679 と 772 nm に発光波
長を示すことが報告された 35,36。他の手法として、アミノルシフェリンの C6’位アミノ基と C’5 位を縮
13 
 
環し、アザシクロに変換した類縁体(Cyclucシリーズ)は長波長発光を示す(λbl ≤ 648 nm)37,38。その
内縮合ピロリジンを持つ Cycluc1（34）は、生物発光イメージングにおいて高い生物発光活性を示




Fig. 1.5.2. 赤色発光イメージング材料 
 
1.6. AkaLumine（15a）・TokeOni（36）の有用性 
実際に赤色の発光材料がどれほど有用であるかを in vitroの実験と、マウスを用いた in vivo イメ
ージング実験で明らかにされている。 












光強度は 560 nmの発光波長を示す D-ルシフェリン（1a）と比較して 260%の発光強度を示した。こ
れは AkaLumine（15a）の発光波長（675 nm）がバイオモデルフィルターの吸収波長帯を避けること

















1.6.2. マウスを用いた in vivo イメージング実験 
バイオモデルフィルターを使用した場合では D-ルシフェリン（1a）よりも有用な結果となったが、
実際にマウスを用いた in vivoイメージングでも評価を行っている 40。ホタルルシフェラーゼを発現さ
せた腫瘍細胞を移植した 2 種類のモデルマウスを用いて実験を行った。皮下腫瘍モデルマウスと












性を 50倍以上に改善している（Fig. 1.7a）41。 
 
 





のイメージングにおいても D-ルシフェリン（1a）の 10 倍近い感度で検出することが可能である（Fig. 
1.7b）。 
 






れた。この特化酵素である Akaluc と、赤色発光材料の AkaLumine（15a）または TokeOni（36）を組
み合わせたシステムを Aka-BLI（BioLuminescence Imaging）と呼ぶ。Aka-BLI は D-ルシフェリン
（1a）と北米産ホタルルシフェラーゼの天然型発光システムを用いたイメージングと比較して








































































Fig. 2.2a. ヘム色素の吸収スペクトル（ミオグロビン（Mb）、ヘモグロビン（Hb）、シトクロム c）43 
（左）還元型ヘム色素の吸収スペクトル（右）CO誘導体ヘム色素の吸収スペクトル 
 
イメージング装置は BURKER 社製の「Xtreme」を用いた（Fig. 2.2b）。この装置は大型動物用の
イメージング装置ではないが複数匹のマウスを並べて観察するために中大型動物でも入る大きさ























Fig 2.2.1. 白色骨格筋の透過実験（D-ルシフェリン（1a）高輝度条件） 
 
目視できるほどの発光強度であり、白色骨格筋厚 3 cm も十分に透過した。しかしながら、白色
骨格筋厚が 1c m増えるごとに最大強度が 1/5~1/10程度低下していた。吸収と散乱の影響を強く








2.2.2. 白色骨格筋の透過実験（D-ルシフェリンと TokeOni（36）） 
通常生体内に投与する際はリン酸緩衝生理食塩水（PBS）が用いられる。そのため、D-ルシフェ
リンを PBS に、TokeOni（36）を純水（AkaLumine（15）の塩酸塩のため、緩衝液に溶解すると溶解
度が低くなってしまう）に溶解し、酵素濃度を 100 μg/mLの条件で測定を行った（Fig2.2.2）。 
 
 
Fig. 2.2.2. 白色骨格筋の透過実験 
 
チューブのみだと TokeOni（36）と比較して D-ルシフェリン（1a）のほうが 6倍ほど輝度が高いが、













Fig. 2.2.3a. 赤色骨格筋の透過実験 









30秒に伸ばして測定を行った。2 cmだと TokeOni（36）のほうが D-ルシフェリンよりも発光強度は 2
倍程度強く検出された。3.5 cmだと TokeOni（36）のほうが 3～4倍ほど高い強度を示しており、5 cm
になると D-ルシフェリン（1a）ではほぼ観測不可能であったが、TokeOni（36）では検出可能な発光
量を示しており、チューブの形も確認できている。このときの測定状況を Fig. 2.2.3bに示した。 
 
 






















ッグを用いた in vivo イメージング実験を行った。 
 








Fig. 2.3. 左：測定機器に横たわるブタ 右：腹部から観測された発光 
 






2.3.2. 特化酵素を用いたマイクロミニピッグの in vivo発光イメージング 
序論で述べたように、TokeOni（36）に特化した発光酵素 Akaluc が遺伝子改変により作られてお
り、非常に優れた発光能をもつ AkaBLI という発光システムが開発されている。当時は AkaLuc は
まだ未公開技術であったが、本挑戦では、この発光システム AkaBLI を用いてマイクロミニピッグの
in vivo発光イメージングを行った。 
AkaLuc を発現させた HeLa 細胞をマイクロミニピッグの肝臓に注射し移植を行った。その際、正
確に肝臓に移植できていることを確認するため、開腹した状態で HeLa 細胞の注射を肝臓に正確
に行い、その後縫合した状態で測定を行った（腹部の縫合痕はそのためにできたものである）。こ








ニピッグの体内からの発光の観測は可能であった。このときの発光の深さは 0.5~1 cm ほどであっ


































ドロキシ基をジメチルアミノ基に置換することで約 40 nm の長波長化、ベンゼン環とチアゾリン環の
間にオレフィンを導入することにより約 100 nm の長波長化、ベンゼン環をナフタレン環にすること














基を導入し構造活性相関を得た例もある 47,48,49。それぞれ波長の変化が見られたが、中でも 7 位






 アリル基を導入するアナログとして Fig 3.2の 4つのアナログ（1a, 14-38a）を選択した。ジメチルア
ミノベンゼン骨格を持ちオレフィンが 1 つのルシフェリンアナログ 14a、オレフィンが 2 つのルシフェ
リンアナログ 15a、また、ナフトール骨格を持ちオレフィンを持たないルシフェリンアナログ 37a と、オ





Fig. 3.2. 各種ルシフェリンアナログ（1a, 14-38a）とアリルルシフェリンアナログ（1b, 14-38b） 
 









Scheme 3.2.1 ルシフェリンアナログ 14aの合成スキーム 
 
3.2.2. ルシフェリンアナログ 14b、15bの合成 
 ルシフェリンアナログ 14b、15b の合成法は類似している。原料はどちらも 4-ジメチルアミノベンズ
アルデヒド（41）を用い、これを N-ブロモスクシンイミドによってブロモ化しブロモ体 42 を得た。これ
にパラジウム触媒下でアリルトリブチルすず用い Stille カップリングによってアリル基を導入しアリル
化体 43を得た。ルシフェリンアナログ 14bではWittig試薬を用い 2炭素の増炭をしエステル体 44
を、ルシフェリンアナログ 15b ではリン酸ジエステル（PO(OEt)2CH2CH=CHCO2Et）を用い、Horner-
Wadsworth-Emmons反応によって 4炭素の増炭をしエステル体 45を得た。これらを加水分解する
ことでカルボン酸体 46, 47 を合成し、ルシフェリンアナログ 14a と同様に S-トリチル-D-システインメ
チルエステル（D-cys(Trt)-OMe）と縮合させ、アミド体 48, 49 を合成し、これをトリフルオロメタンスル
ホン酸無水物（Tf2O）によって環を巻くことでチアゾリンメチルエステル体 14b’, 15b’を得た。これを





Scheme 3.2.2 ルシフェリンアナログ 14b、15bの合成スキーム 
 
3.2.3. ルシフェリンアナログ 37aの合成 
6-ヒドロキシ-2-ナフトニトリル（50）に D-システインを用い、チアゾリン環を形成することでアリルル
シフェリン誘導体 17a を合成した。また、チアゾリンメチルエステル体合成のため、 6-ヒドロキシ-2-




Scheme 3.2.3. ルシフェリンアナログ 37aの合成スキーム 
 
 










Scheme 3.2.4. ルシフェリンアナログ 37bの合成スキーム 
 
3.2.5. ルシフェリンアナログ 38aの合成 
6-ヒドロキシ-2-ナフトアルデヒド（56）にWittig試薬を作用させることで 2炭素増炭したエステル体






Scheme 3.2.5. ルシフェリンアナログ 38aの合成スキーム 
 
3.2.6. ルシフェリンアナログ 38bの合成 




シ基を tert-ブチルジメチルシリル（TBS）によって保護し、DIBAL 還元によってアルコール体 64 に
還元し、酸化マンガンによって酸化することによりアルデヒド体 65 を得た。Wittig試薬を作用させる



















 ルシフェリンアナログ 1a, 14-38a とアリルルシフェリンアナログ 1b, 14-38bについて北米産ホタル
ルシフェラーゼ（Ppy）を用いて pH8.0 リン酸カリウム緩衝液（KPB）中、ATP-Mg存在下にて発光測
定を行った。発光測定には ATTO 社製のスペクトロメーターAB-1850 を使用し、10 分間の積算で





   
 
 




ジメチルアミノ型のアリル基の導入されたルシフェリンアナログ 14b, 15b はそれぞれ 580 nm と
685 nmの波長を示し、アリル基の導入されていないルシフェリンアナログ 14a, 15aの 570 nm、670 
nm と比較して 10～15 nm の長波長化を示した。D-ルシフェリン（1a）とルシフェリンアナログアナロ
グ 1bではアリル基の導入によって 40 nm波長変化をしているため、それと比較すると短いものの、
アリル基の導入により長波長化が確認された。同様に、アリル基の導入されたナフトール型のオレ
フィンのないルシフェリンアナログ 37bは 570 nmの発光波長を示し、アリル基の導入されていない
ルシフェリンアナログ 37a と比較して 20 nmの長波長化を示した。また、アリル基の導入されたナフ
トール型のオレフィンを一つ持つルシフェリンアナログ 38b は 690 nmの波長を示し、アリル基の導
入されていないルシフェリンアナログ 38a に比べ 35 nm もの大きな長波長化を示した。これはルシ
フェリンアナログ 1b と近い波長変化を示している。ルシフェリンアナログ 15b と 38bに関してはそれ














 ルシフェリンアナログ 1a, 14-38a とアリルルシフェリンアナログ 1b, 14-38bについて、化学発光波
長を測定した。ルシフェリンアナログ（ルシフェリン型、ナフトール型）についてはチアゾリンメチルエ
















化学発光波長では、いずれのアリルルシフェリンアナログ 1b, 14-38b でもルシフェリンアナログ






ルシフェリンアナログ 1a, 14-38a とアリルルシフェリンアナログ 1b, 14-38bについて北米産ホタル
ルシフェラーゼ（Ppy）を用いて、pH8.0 リン酸カリウム緩衝液（KPB）中、ATP-Mg 存在下にて発光
測定を行った。発光測定にはスペクトロメーターAB-1850 を使用し、露光時間 15 秒で 10 分間の
積算で測定した。測定された極大発光波長強度に半値幅をかけ合わせ発光強度とした。D-ルシフ
ェリンの発光強度を 100 とした時の各種アナログの相対発光強度は Table 3.3.3のようになった。 
 




















 ルシフェリンアナログ 1a, 14-38a とアリルルシフェリンアナログ 1b, 14-38bにおいて発光強度から
ミカエリス定数（Km）及び最大反応速度（Vmax）を計算した 52,53。発光測定には北米産ホタルルシフ
1a 1b 14a 14b 15a 15b
rel. Intensity 100 1.99 1.69 0.24 1.23 0.30
37a 37b 38a 38b
rel. intensity 0.20 0.23 0.25 0.34
40 
 
ェラーゼ（Ppy）を用いて、pH8.0 KPB中、ATP-Mg存在下にて発光測定を行った。Ppy濃度を 0.01 
mg/mLに固定し、基質濃度を変化させることによってそれぞれの発光量を測定し、Sigma plotによ
り Kmおよび Vmaxを求めた。発光測定には ATTO社製のルミノメーターAB-2270を用いて 10分間
の積算で測定を行った。この装置は波長によって感度に変化が生じるため、波長による感度変化
の少ないスペクトロメーターAB-1850 を用いて感度補正をおこない、補正した値で計算を行った
（6.3.2.4参照）。求めたKm、Vmaxは Table 3.3.4のようになった。VmaxはD-ルシフェリンの Vmaxを 100
とした時の相対値（rel. Vmax）を表示している。 
 
Table 2.3.4. 各種アナログの Km、rel.Vmax 
 
 





標となっている。Km が大きいと 1/2 Vmaxに到達するまでに多くの基質を要するために、基質の酵素
との親和性が低いと言える。逆に Kmが小さいと酵素との親和性は高い。 
D-ルシフェリン（1a）とジメチルアミノベンゼン型のアナログ 14,15a とアリル基を導入したルシフェ





れる。一方、ナフトール型アナログ 37,38a の rel. Vmax はアリル基を導入したルシフェリンアナログ







 ルシフェリンアナログ 1a, 14-38a とアリルルシフェリンアナログ 1b, 14-38bのそれぞれの生物極大
1a 1b 14a 14b 15a 15b
K m 160 370 0.30 71 1.5 17
rel. V max 100 4.1 5.5 0.97 2.4 0.12
　 37a 37b 38a 38b
K m 58 28 3.1 3.3




及び相対最大反応速度（rel. Vmax）を Table 3.3.5にまとめた。 
 
























オレフィン数 アリル基 λBL(nm) λCL(nm) rel. Intensity K m rel. V max
1a 0 - 570 590 100 160 100
1b 0 ○ 610 585 1.99 370 4.1
14a 1 - 570 580 1.69 0.30 5.5
14b 1 ○ 580 580 0.24 71 0.97
15a 2 - 670 670 1.23 1.5 2.4
15b 2 ○ 685 670 0.30 17 0.12
37a 0 - 550 515 0.20 58 0.10
37b 0 ○ 570 520 0.23 28 0.12
38a 1 - 655 605 0.25 3.1 0.10












アナログ 15b, 38b に関して、ホタルルシフェラーゼを発現させたガン細胞を用いたイメージング実
験とホタルルシフェラーゼの全身発現マウスを用いた in vivo イメージング実験をそれぞれ行った。 
ホタル生物発光を用いたイメージング実験は、通常ホタルルシフェラーゼを発現するようにした
細胞（ガン細胞等）に D-ルシフェリン（1a）等の基質を散布や注射、投与することによって発光させ
る。3.4.1 で用いる Ppy ルシフェラーゼ-緑色蛍光タンパク質 Venus 発現 HeLa 細胞は HeLa 細胞
（ヒト乳がん細胞）に北米産ホタルルシフェラーゼ（Ppy）と緑色蛍光タンパク質 Venus を発現させた
細胞である。Venus は蛍光によって細胞数を確認するために発現させている。3.4.2 では Ppy ルシ






Ppy ルシフェラーゼ-緑色蛍光タンパク質 Venus 発現 HeLa 細胞（1000cell/μL、50 μL）に各アナ
ログの PBS溶液（250 μM、50 μL）を加え、直ちに発光測定を行った。生物発光イメージング装置を
用いて露光時間 10 秒で 5400 秒間測定を行った。細胞発光イメージングの発光輝度経時変化と
発光波長を Fig. 3.4.1に示した。 
 
   










ルシフェリンアナログ 15b と 38b であるが、細胞発光イメージングではルシフェリンアナログ 15b の
ほうが輝度が高くなっていた。これは細胞透過性が大きく関わっているものと考えられる。一般に、
薬物の細胞透過性は化合物の親水性特性のオクタノール/水 分配比率 Log P と相関する 54,55。
ChemDraw により計算した結果、ルシフェリンアナログ 15b, 38b の Log P はそれぞれ 4.25 と 4.06
であった。これより、ルシフェリンアナログ 15bはルシフェリンアナログ 38bに比べ脂溶性が高く、細
胞膜透過性が高いため、細胞内に存在するルシフェラーゼとの反応が効率的に進み、ルシフェリ
ンアナログ 38b と比較して高い発光輝度を示していると考えられる。 
 
3.4.2. マウスを用いた in vivo イメージング実験 
Ppyルシフェラーゼ-緑色蛍光タンパク質 Venus全身発現マウスを用いて in vivo生物発光イメー
ジング実験を行った。それぞれの基質を PBS溶液としてマウスの尾静脈から D-ルシフェリン（1a）と
AkaLumine（15a）は 1 mM を 100 μL、ルシフェリンアナログ 15, 38b は 500 μM を 200 μL投与し
た。生物発光イメージング装置を用いてD-ルシフェリン（1a）とAkaLumine（15a）は露光時間 1秒、
ルシフェリンアナログ 15, 38bは露光時間 20秒で 1200秒間測定を行った。in vivo イメージング像










Fig. 3.4.2b マウス全身生物発光イメージング総発光強度経時変化 
 
ルシフェリンアナログ 15b, 38bにおいても生体内での発光を示しており、in vivo生物発光イメー
ジングが可能であることが明らかとなった。しかし D-ルシフェリン（1a）と AkaLumine（15a）は露光時
間１秒でイメージング像を得ることが出来るが、ルシフェリンアナログ 15b, 38b は 20 秒間の露光で
像を得た。これはルシフェリンアナログの輝度の低下の影響が大きく響いていることが明らかとなっ
た。細胞の実験では D-ルシフェリン（1a）よりも輝度が低かった AkaLumine（15a）であるが、整体透
過性の高い赤色発光のメリットにより in vivo イメージングでは、AkaLumine（15a）のほうが輝度の高
い像が得られていた。しかしながら、更に長波長化されたルシフェリンアナログ 15b, 38bだが、長波
長化の効果よりも輝度の低下が著しく、1 秒露光の D-ルシフェリン（1a）と AkaLumine（15a）と比較
しても輝度の低い像しか得ることが出来なかった。総発光量経時変化（Fig. 3.4.2b）から発光量減





























4.1. ホタル生物発光の 2段階反応 
序論で述べたように、ホタル生物発光は大きく分けて 2 段階反応で発光を示している。1 段階目







Fig. 4.1. ホタル生物発光の 2段階反応 
 
4.1.1. 発光反応中間体 AMP化体 
ホタル生物発光反応の反応中間体である AMP 化ルシフェリン 2 は有機合成によって人為的に
合成されている。AMP 化ルシフェリン 2は 1958年にW. C. Rhodes らによって報告されており、合
成法は 1988年に K. Imai らによって確立されている 56,57。D-ルシフェリン（1a）とアデノシン一リン酸
（AMP）をピリジンに溶解し N,N'-ジシクロカルボジイミド（DCC）を用いることでリン酸エステル結合を
形成し AMP 化ルシフェリン 2 を合成した。また HPLC によって単離、１HNMR にて構造解析を達
成している 57。現在では、D-ルシフェリン（1a）と AMPを DMF中で DCCによって縮合することによ




















































Fig. 4.1.3. 各種ヌクレオチド体 69-74 と糖 75 
 
4.1.4. 反応中間体アナログの合成 




75a）とする。AMP 化ルシフェリン 2 については同様の合成法にて単離がなされているが単離操作
で分解が進むため、反応中間体アナログ（70-75a）は単離せずに用いた。しかしながら、これは文
献に従った合成法であり、AMP 化ルシフェリン 2 は合成されているため、同様に各種反応中間体
















反応中間体アナログ（70-75a）について発光活性の有無を評価した。その結果を Table 4.2.1 に
まとめる。 
 














4.2.2 に、それぞれの発光波長のグラフを Fig. 4.2.2 に記した。F6P 体 75a は輝度が低くノイズが
多く生じている。通常 560 nm前後の発光波長を示す D-ルシフェリン（1a）であるが発光波長に変
化が見られたものも存在した。中でも F-AMP体 71a と IMP体 74aは 50 nm もの長波長化を示し
た。 
 















発光波長の変化は生じないと予想されたが、実際は最大 50 nm の大きな発光波長変化をもたらし
た。 










ある。Ppy と D-ルシフェリン（1a）の発光では 2 種類の酵素内環境が存在すると考えられており、黄
緑色発光を示すときと、赤色発光を示すときで、基質と周辺のアミノ酸残基との相互作用が変化し






































































Thermo社製 フーリエ変換赤外分光光度計 (FT-IR) Nicolet 6700を用い、全反射測定法
(Attenuated Total Reflection, ATR)により測定を行なった。測定値は波数（cm-1）で記載した。なお、
幅広い吸収には br と付記した。 
 
・1H核磁気共鳴スペクトル（1HNMR） 





















和光社製の TLCプレート、Wako Silica gel 70 F254 TLCプレートを用いた。TLC上の化合物の検










E. Merck社製のシリカゲル 60F254（Art. 7734）を用いて行ない、展開溶媒を記載した。 
 
・液体クロマトグラフ質量分析計（LC/MS） 
Thermo Fisher Scientific LCQ Fleet LC-MS を使用しエレクトロスプレーイオン化法（ESI）により測
定した。分析に用いたカラムは関東化学社製Mightysil RP-18GP Aqua（粒子径 5 μm、長さ 250 


























CDCl3 : ISOTEC Inc.製 99.7 ATOM%D、0.03% TMS 






6.1.5.1. アミド体 40の合成 
 
p-ジメチルアミノけい皮酸（39）（790.0 mg, 4.13 mmol）の DMF溶液（12 mL）に S-トリチル-D-シ
ステインメチルエステル（D-cys(Trt)-OMe）（1.78 g, 4,71 mmol）、1-(3-ジメチルアミノプロピル)-3-エ
チルカルボジイミド塩酸塩（EDC）（1.63 g, 8.49 mmol） N,N-ジメチルアミノピリジン（DMAP）（0.994 
g, 8.14 mmol）を加えた。アルゴン雰囲気下、室温で 16 時間撹拌した後、蒸留水（100 mL）でクエ
ンチした。ヘキサン：酢酸エチル=1:1 溶媒（3×100 mL）で抽出し、有機層を硫酸ナトリウムで乾燥、
減圧濃縮した。残渣をシリカゲルフラッシュクロマトグラフィー（ヘキサン：酢酸エチル＝2：1）で精製
し、アミド体 40（2.20 g, 4.00 mmol, 97 %）を薄黄色固体として得た。. 
 
1HNMR (500 MHz, CDCl3) δ 7.53 (d, J = 15.5 Hz, 1H), 7.38-7.41 (complex, 8H), 7.26-7.29 (m, 6H), 
7.19-7.22 (m, 3H), 6.68 (d, J = 7.4 Hz, 2H), 6.14 (d, J = 15.5 Hz, 1H), 4.77-4.78 (m, 1H), 3.72 (s, 




6.1.5.2. チアゾリンメチルエステル体 14a’ 
 
アミド体 40（1.14 g, 2.07 mmol）の脱水 CH2Cl2溶液（30 mL）にトリフルオロメタンスルホン酸無水
物（Tf2O）（0.60 mL, 3.7 mmol）をアルゴン雰囲気下、0˚Cで加えた後、室温で 1時間撹拌した。飽
和重曹水（15 mL）を加えて中和し、混合物に蒸留水を加え、塩化メチレンで抽出し、有機層を硫
酸ナトリウムで乾燥、減圧濃縮した。シリカゲルフラッシュクロマトグラフィー（ヘキサン：酢酸エチル
=2:1）で精製し、チアゾリンメチルエステル体 14a（288.3 mg, 0.993 mmol, 48%）を黄色固体として得
た。 
 
1HNMR (500 MHz, CDCl3) δ 7.38 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 7.06 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 6.90 (d, J = 16.0 






6.1.5.3. ルシフェリンアナログ 14aの合成 
 
チアゾリンメチルエステル体 14a’をエタノール（5 mL）と 10mM炭酸アンモニウム水溶液（10 mL）
で溶解し、ブタ肝臓エステラーゼ（27.6 mg）を加えて 38°Cで 10時間撹拌した。ODSフラッシュクロ
マトグラフィー（水：メタノール＝9：1→1：9）で精製し、ルシフェリンアナログ 14a（9.7 mg, 0.035 mmol）
を橙色固体として得た。 
 
1HNMR (500 MHz, CD3OD) δ 7.43 (d, J = 9.2 Hz, 2H), 7.17 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 6.86 (d, J = 16.0 





6.1.5.4. ブロモ体 42の合成 
 
p-ジメチルアミノベンズアルデヒド（41）（3.45 g, 23.1 mmol）の CH2Cl2溶液にテトラブチルアンモ
ニウムトリブロマイド（TBAB）（12.5 g, 25.9 mmol）を加えた。アルゴン雰囲気下、室温で 20 時間撹
拌した後、チオ硫酸ナトリウム水溶液（50 mL）でクエンチした。生成物を酢酸エチル（3×150 mL）で
抽出し、有機層を硫酸ナトリウムで乾燥、減圧濃縮した。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー
（ヘキサン：酢酸エチル＝4：1）で精製し、アルコール体 42（3.67 g, 16.1 mmol, 70%）を黄色油状物
質として得た。 
 
1HNMR(500MHz, CDCl3)δ 9.81 (s, 1H), 8.03 (d, J = 1.7 Hz, 1H), 7.73 (dd, J = 8.3, 2.0 Hz, 1H), 7.07 




6.1.5.5. アリル体 43の合成 
 
ブロモ体 42（1.06 g, 4.66 mmol）の脱水 DMF溶液（10 mL）に, アリルトリブチルすず（3.0 mL, 9.8 
mmol）、LiCl （564 mg, 13.3 mmol）と bis(triphenylphosphine)-palladium(II)dichloride （226 mg, 
0.322 mmol）を加えた。アルゴン雰囲気下、90°C で 11 時間撹拌した後、10%炭酸カリウム入りシリ
カゲルカラムクロマトグラフィー（ヘキサン：酢酸エチル＝1：1）で粗精製した。この粗精製物をシリカ
ゲルカラムクロマトグラフィー（ヘキサン：酢酸エチル＝9：1→5:1）で精製しアリルアルデヒド体 43
（689.3 mg, 3.64 mmol, 78%）を黄色油状物質として得た。 
 
IR (neat, ν, cm-1): 1681, 1593, 1563, 1499, 1435, 1314, 1093; 1HNMR(500MHz, CDCl3)d 9.85 (s, 
1H), 7.64-7.73 (m, 2H), 7.05 (d, J = 13.5 Hz, 1H), 5.94-6.02 (m, 1H), 5.13-5.17 (m, 2H), 3.48 (d, J = 





6.1.5.6. エステル体 44の合成 
 
アリルアルデヒド体 43（504.7 mg, 2.67 mmol）のトルエン溶液（20 ml）に wittig試薬 
（(カルベトキシメチレン)トリフェニルホスホラン：Ph3=CHCO2Et）（4.41 g, 12.6 mmol）を加えた。室温
で 2 日間撹拌した後、濃縮した。残渣をフラッシュシリカゲルカラムクロマトグラフィー（ヘキサン：酢
酸エチル＝9：1）で精製しエステル体 44（626.3 g, 2.41 mmol, 90%）を白色固体として得た。 . 
 
IR (neat, ν, cm-1): 1704, 1630, 1600, 1499, 1310, 1261, 1154, 1094, 1037, 981; 1HNMR(500MHz, 
CDCl3) δ 7.62 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 7.36 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 7.33 (dd, J = 8.3, 2.0 Hz, 1H), 7.02 (d, 
J = 8.0 Hz, 1H), 6.31 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 5.93-6.01 (m, 1H), 5.11-5.14 (m, 2H), 4.24 (q, J = 7.1 Hz, 
2H), 3.46 (d, J = 6.3 Hz, 2H), 2.72 (s, 6H), 1.32 (t, J = 7.2 Hz, 3H) 13CNMR (126 MHz, CDCl3) δ 
167.49, 154.74, 144.73, 137.27, 133.93, 130.27, 128.60, 127.13, 118.91, 116.49, 115.95, 60.38, 44.50, 
35.26, 14.46 ; HR-ESI-MS: m/z: [M + H]+ calcd for C16H22NO2 260.1651 ; found 260.1651 [M + Na]+ 





6.1.5.7. カルボン酸体 46の合成 
 
エチルエステル体 44（249.1 mg, 0.960 mmol）をイソプロパノール 1 mL と 1M水酸化ナトリウム水
溶液 2 mLに溶解した。 室温で 14時間撹拌した後酢酸エチルを 50 mL加えた。この溶液を飽和
重曹水（3×30 mL）で抽出し、水層を 4M塩酸で中和した後、酢酸エチル（3×100 mL）で抽出した。
有機層を硫酸ナトリウムで乾燥、減圧濃縮しカルボン酸体 46（147.9 g, 0.640 mmol, 67%）を白色固
体として得た。 
 
IR (neat, ν, cm-1): 1668, 1598, 1499, 1311, 1200, 1094, 979; 1HNMR(500MHz, CD3OD) δ 7.58 (d, J 
= 16.0 Hz, 1H), 7.40 (dd, J = 8.3, 2.0 Hz, 1H), 7.37 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 7.06 (dd, J = 46.7, 8.3 Hz, 
1H), 6.33 (t, J = 15.8 Hz, 1H), 5.96-6.04 (m, 1H), 5.12-5.13 (m, 1H), 5.10 (s, 1H), 3.48 (d, J = 6.3 
Hz, 2H), 2.71 (s, 6H) ; 13CNMR(126MHz, CD3OD) δ 170.47, 154.57, 144.01, 137.44, 134.04, 129.93, 
129.05, 126.70, 118.90, 117.09, 115.08, 43.60, 34.80 ; HR-ESI-MS: m/z: [M + H]+ calcd for 





6.1.5.8. アミド体 48の合成 
 
カルボン酸体 46（200.4 mg, 0.87 mmol）の DMF溶液（12 mL）に S-トリチル-D-システインメチル
エステル（D-cys(Trt)-OMe）（423.8 mg, 1.12 mmol）、1-(3-ジメチルアミノプロピル)-3-エチルカルボ
ジイミド塩酸塩（EDC）（649.6 mg, 3.39 mmol） N,N-ジメチルアミノピリジン（DMAP）（245.0 mg, 2.01 
mmol）をアルゴン雰囲気下で加えた。室温で 20 時間撹拌した後、蒸留水（30 mL）でクエンチした。
ヘキサン：酢酸エチル=1:1溶媒（3×50 mL）で抽出した。有機層を硫酸ナトリウムで乾燥、減圧濃縮
した。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（ヘキサン：酢酸エチル＝4：1→3:1）で精製し、アミ
ド体 48（399.4 mg, 0.68 mmol, 78 %）を黄色固体として得た。. 
 
IR (neat, ν, cm-1): 1739, 1598, 1495, 1435, 1200, 978; 1HNMR (500 MHz, CDCl3) δ 7.53 (d, J = 15.5 
Hz, 1H), 7.37-7.41 (m, 7H), 7.20-7.32 (m, 10H), 7.03 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.22 (d, J = 15.5 Hz, 1H), 
5.96-6.04 (m, 2H), 5.15-5.18 (m, 2H), 4.75-4.79 (m, 1H), 3.73 (s, 3H), 3.48 (d, J = 6.9 Hz, 2H), 2.73 
(s, 6H); 13CNMR (126 MHz, CDCl3) δ 171.14, 165.70, 154.42, 144.41, 141.84, 137.37, 133.99, 129.76, 
129.60, 128.83, 128.13, 127.19, 127.00, 118.95, 117.79, 116.52, 67.05, 52.78, 51.21, 44.56, 35.25, 





6.1.5.9. チアゾリンメチルエステル体 14b’の合成 
 
アミド体 48（290.1 mg, 0.491 mmol）の脱水 CH2Cl2溶液（20 mL）にトリフルオロメタンスルホン酸
無水物（Tf2O）（300 μL, 1.83 mmol）をアルゴン雰囲気下、0˚C で加えた後、室温で 2 時間撹拌し
た。陰イオン交換樹脂（IRA400 OH AG）を加えて中和し、混合物を綿栓したカラムに通し、メタノー
ルで洗浄し濃縮した。残渣ををシリカゲルカラムクロマトグラフィー（ヘキサン：酢酸エチル=2:1）で
精製し、チアゾリンメチルエステル体 14b’（67.6 mg,0.205 mmol, 42%）を黄色固体として得た。 
 
IR (neat, ν, cm-1): 1735, 1599, 1499, 1434, 1196, 1094; 1HNMR (500 MHz, CD3OD) δ 7.34-7.36 (m, 
2H), 7.12 (d, J = 16.6 Hz, 1H), 7.06 (d, J = 8.0 Hz, 1H), 6.91 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 5.93-6.00 (m, 1H), 
5.20 (t, J = 8.9 Hz, 1H), 5.11-5.12 (m, 1H), 5.09 (s, 1H), 3.79 (s, 3H), 3.57-3.60 (m, 2H), 3.45 (d, J = 
6.3 Hz, 2H), 2.69 (s, 6H) ; 13CNMR (126 MHz, CD3OD) δ 173.62, 172.54, 155.94, 144.44, 138.73, 
135.46, 131.05, 130.43, 127.79, 120.29, 120.14, 116.47, 78.29, 53.08, 44.89, 36.17, 35.10 ; HR-ESI-





6.1.5.10. ルシフェリンアナログ 14bの合成 
 
チアゾリンメチルエステル体 14b’（57.2 mg, 0.17 mmol）の THF溶液（1 mL）にアルゴン雰囲気下
で 4M 塩酸（2 mL）を加えた。室温で 1 日撹拌した後、炭酸水素ナトリウムでクエンチした。混合物
を ODS フラッシュクロマトグラフィー（メタノール：水=1:9→9:1）で精製し、ルシフェリンアナログ 14b
（23.9 mg, 0.076 mmol, 44%）を黄色固体として得た。 
 
IR (neat, ν, cm-1): 1574, 1498, 1392, 1192, 957; 1HNMR (500 MHz, CD3OD) δ 7.34-7.38 (m, 2H), 
7.06-7.10 (m, 2H), 6.99 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 5.95-6.03 (m, 1H), 5.11-5.13 (m, 1H), 5.09 (t, J = 1.4 
Hz, 1H), 4.99 (t, J = 9.2 Hz, 1H), 3.59 (dd, J = 10.9, 9.2 Hz, 1H), 3.46-3.52 (m, 3H), 2.67-2.70 (m, 
6H) ; 13CNMR (126 MHz, CD3OD) δ 176.85, 169.62, 154.19, 141.61, 137.48, 134.15, 129.64, 129.47, 
126.25, 120.05, 118.97, 115.09, 80.77, 43.67, 35.35, 34.82 ; HR-ESI-MS: m/z: [M + H]+ calcd for 






6.1.5.11. エステル体 45の合成 
 
4-ホスホノクロトン酸トリエチル（1.0 mL, 4.5 mmol）の THF溶液（3 mL）に水素化ナトリウム（146.0 
mg, 6.1 mmol）を加え、アルゴン雰囲気下、0˚Cで 10分間撹拌し、そこにアリル体 43（312.0 mg, 1.7 
mmol）の THF溶液（3 mL）を加えた。3時間撹拌した後、飽和塩化アンモニウム水溶液（30 mL）で
クエンチした。酢酸エチル（3×30 mL）で抽出し、有機層を硫酸ナトリウムで乾燥、減圧濃縮した。残
渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（ヘキサン：酢酸エチル＝10：1)で精製し、エチルエステル
体 45（130.0 mg, 0.45 mmol, 27.6%）を黄色油状物質として得た。 
 
IR (neat, ν, cm-1): 2923, 2852, 1702, 1620, 1594, 1453, 1366, 1239, 1016, 876cm-1 ; 1HNMR(500MHz, 
CDCl3)δ 7.43 (dd, J = 15.5, 10.9 Hz, 1H), 7.27-7.29 (m, 2H), 7.02 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 6.84 (d, J = 
15.5 Hz, 1H), 6.72-6.79 (m, 1H), 5.97-6.03 (m, 1H), 5.94 (d, J = 15.5 Hz, 1H), 5.11-5.16 (m, 2H), 
4.22 (q, J = 7.3 Hz, 2H), 3.47 (d, J = 6.3 Hz, 2H), 2.71 (s, 6H), 1.31 (t, J = 6.9 Hz, 3H) ; 
13CNMR(126MHz, CDCl3) d 14.45, 29.81, 35.21, 44.73, 60.33, 116.39, 119.11, 120.17, 124.66, 
126.08, 129.44, 130.68,134.10, 137.40, 140.52, 145.14, 167.37 ; HR-ESI-MS: m/z: [M + H]+ calcd for 





6.1.5.12. カルボン酸体 47の合成 
 
エチルエステル体 45（373.0 mg, 1.3 mmol）をイソプロパノール（7 mL）と１M水酸化ナトリウム水
溶液（7 mL）で溶解し、室温で 2 時間撹拌した後、1M 塩酸（4 mL）でクエンチした。酢酸エチル
（3×40 mL）で抽出し、有機層を硫酸ナトリウムで乾燥、減圧濃縮しカルボン酸体 47（189.0 mg, 0.83 
mmol, 90%）を白黄色固体で得た。 
 
IR (neat, ν, cm-1): 2922, 1660, 1590, 1421, 1262, 1143, 913, 824 ; 1HNMR(500MHz, CDCl3)δ 7.51 
(dd, J = 15.5, 10.9 Hz, 1H), 7.30 (s, 1H), 7.28-7.29 (m, 1H), 7.02 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 6.88 (d, J = 
15.5 Hz, 1H), 6.79 (dd, J = 15.5, 10.9 Hz, 1H), 5.93-6.01 (m, 2H), 5.14 (d, J = 13.2 Hz, 2H), 3.47 (d, 
J = 6.3 Hz, 2H), 2.72 (s, 6H) ; 13CNMR(126MHz, CDCl3) δ 172.51, 153.99, 147.63, 141.93, 137.45, 
134.10, 130.22, 129.63, 126.34, 124.26, 119.09, 119.02, 116.45, 44.65, 35.30 ; HR-ESI-MS: m/z: [M 





6.1.5.13. アミド体 49の合成 
 
カルボン酸体 47（60.3 mg, 0.23 mmol）の DMF溶液（5 mL）に S-トリチル-D-システインメチルエ
ステル（D-Cys(S-Trt)-OMe）（104.3 mg, 0.28 mmol）4-(4,6-ジメトキシ-1,3,5-トリアジン-2-イル)-4-メチ
ルモルホリニウムクロリド（DMT-MM）（107.8 mg, 0.36 mmol）をアルゴン雰囲気下で加えた。室温で
14 時間撹拌した後蒸留水（50 mL）でクエンチした。生成物を酢酸エチル（3×50 Ml）で抽出し、有
機層を硫酸ナトリウムで乾燥、減圧濃縮した。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（ヘキサン：
酢酸エチル＝2:1）で精製し、アミド体 49（98.0 mg, 0.16 mmol, 69%）を黄色固体としてえた。 
 
IR (neat, ν, cm-1): 3271, 3055, 2939, 2829, 2781, 1735, 1649, 1593, 1493, 1442, 1356, 1238, 1142, 
1044, 997, 911 ; 1HNMR(500MHz, CDCl3)δ 7.28-7.39 (m, 14H), 7.22 (t, J = 7.4 Hz, 3H), 7.03 (d, J 
= 8.6 Hz, 1H), 6.83 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 6.75 (dd, J = 15.5, 10.9 Hz, 1H), 5.94-6.04 (m, 2H), 5.89 
(d, J = 14.9 Hz, 1H), 5.16 (q, J = 1.7 Hz, 1H), 5.14 (s, 1H), 4.74 (dd, J = 11.7, 4.9 Hz, 1H), 3.73 (s, 
3H), 3.48 (d, J = 5.7 Hz, 2H), 2.72 (s, 6H) ; HR-ESI-MS: m/z: [M + Na]+ calcd for C39H40N2O3SNa, 





6.1.5.14. チアゾリンメチルエステル体 15b’の合成 
 
アミド体 49（47.8 mg, 0.078 mmol）の脱水 CH2Cl2溶液（5 mL）にトリフルオロメタンスルホン酸無




テル体 15b’（18.3 mg, 0.051 mmol, 66%）を橙色油状物質として得た。 
 
IR (neat, ν, cm-1): 2945, 2828, 1735, 1618, 1594, 1567, 1497, 1434, 1406, 1318, 1195, 1143, 1046, 
986 ; 1HNMR(500MHz, CDCl3) δ 7.42 (dd, J = 14.6, 11.2 Hz, 1H), 7.28-7.30 (m, 2H), 7.01 (d, J = 
8.0 Hz, 1H), 6.96 (d, J = 15.5 Hz, 1H), 6.73 (dd, J = 15.2, 11.2 Hz, 1H), 6.24 (d, J = 14.9 Hz, 1H), 
5.94-6.02 (m, 1H), 5.15 (s, 1H), 5.12-5.13 (m, 1H), 4.44 (q, J = 4.0 Hz, 1H), 3.82 (s, 3H), 3.45-3.52 
(m, 3H), 3.33-3.40 (m, 1H), 2.72 (s, 6H) ; 13CNMR(126MHz, CDCl3) δ 189.01, 169.42, 154.42, 
144.07, 143.78, 137.38, 134.05, 129.97, 129.82, 126.58, 125.37, 123.78, 119.07, 116.53, 57.26, 53.52, 
44.58, 35.36, 31.60 ; HR-ESI-MS: m/z: [M + H]+ calcd for C20H25N2O2S, 357.1637; found, 357.1617 





6.1.5.15. ルシフェリンアナログ 15bの合成 
 
チアゾリンメチルエステル体 15b’（220.5 mg, 0.619 mmol）を 4M塩酸（4 mL）に溶解し、室温で 1
日撹拌した後、炭酸水素ナトリウムでクエンチした。沈殿物をろ過し、ろ物を蒸留水で洗浄し、減圧
下で乾燥させ、ルシフェリンアナログ 15b（74.4 mg, 0.217 mmol, 35%）を赤色固体として得た。 
 
IR (neat, ν, cm-1): 1661, 1496, 1385, 1134, 984;1HNMR (500 MHz, CD3OD) δ 7.35 (dd, J = 8.3, 2.0 
Hz, 1H), 7.32 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 7.08 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.02-7.05 (m, 1H), 6.84-6.93 (m, 2H), 
6.59 (d, J = 15.5 Hz, 1H), 5.96-6.04 (m, 1H), 5.07-5.13 (m, 3H), 3.55-3.65 (m, 2H), 3.47 (d, J = 6.3 
Hz, 2H), 2.71 (t, J = 7.4 Hz, 6H) ; 13CNMR (126 MHz, CD3OD) δ 175.30, 173.07, 154.84, 145.27, 
140.94, 138.90, 135.40, 132.24, 130.52, 127.18, 126.32, 124.13, 120.28, 116.32, 79.06, 45.06, 36.10, 
35.88 ; HR-ESI-MS: m/z: [M + H]+ calcd for C19H23N2O2S, 343.1480; found, 343.1474. [M + Na]+ 





6.1.5.16. ルシフェリンアナログ 37aの合成 
 
6-ヒドロキシ-2-ナフトニトリル（50）（341.2 mg, 2.02 mmol）をエタノール（5 mL）と 1M水酸化ナトリ
ウム水溶液（12 mL）に溶解し、D-システイン塩酸塩一水和物（1.07 g, 6.09 mmol）を加え、アルゴン
雰囲気下、80˚C で 10 時間撹拌した。1M 塩酸でクエンチし、この一部を ODS フラッシュクロマトグ




1HNMR (500 MHz, CD3OD) δ 8.28 (s, 1H), 7.83-7.87 (complex, 2H), 7.71 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.14-





6.1.5.17. アミド体 52の合成 
 
6-ヒドロキシ-2-ナフトエ酸（51）（103.5 mg, 0.550 mmol）のピリジン溶液（3 mL）に S-トリチル-D-シ
ステインメチルエステル（D-Cys(S-Trt)-OMe）（205.1 mg, 0.543 mmol）と 1-(3-ジメチルアミノプロピ
ル)-3-エチルカルボジイミド塩酸塩（EDC）（216.6 mg, 1.13 mmol）、1-ヒドロキシベンゾトリアゾール
（HOBt）（138,6 mg, 1.03 mmol）を加えた。アルゴン雰囲気下、室温で 10 時間撹拌した後、トルエ
ンを加え減圧濃縮した。残渣をシリカゲルフラッシュクロマトグラフィーで精製し、アミド体 52（199.7 
mg, 0.365 mmol, 66%）を黄色固体として得た。 
 
1HNMR (500 MHz, CDCl3) δ 8.19 (s, 1H), 7.81 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.75 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.68 (d, 
J = 8.6 Hz, 1H), 7.38-7.39 (m, 6H), 7.21-7.24 (m, 6H), 7.14-7.19 (complex, 4H), 6.79 (d, J = 8.0 Hz, 





6.1.5.18. チアゾリンメチルエステル体 37a’の合成 
 
アミド体 52（429.1 mg, 0.784 mmol）の脱水 CH2Cl2溶液（10 mL）にトリフルオロメタンスルホン酸
無水物（Tf2O）（0.25 mL, 1.52 mmol）をアルゴン雰囲気下、0˚C で加えた後、室温で 30 分撹拌し
た。反応混合液に飽和重曹水（10 mL）を加えクエンチし、水（20 mL）を加え、クロロホルム（3×30 
mL）で抽出し、有機層を硫酸ナトリウムで乾燥、減圧濃縮した。残渣を ODS フラッシュクロマトグラ
フィー（水：メタノール=9:1→1:9）で精製し、チアゾリンメチルエステル体 37a’（136.2 mg, 0.474 mmol, 
60%）を橙色油状物質として得た。 
 
1HNMR (500 MHz, CDCl3) δ 8.10 (d, J = 1.1 Hz, 1H), 7.80 (dd, J = 8.6, 1.7 Hz, 1H), 7.59 (d, J = 
8.6 Hz, 1H), 7.42 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.08 (dd, J = 8.6, 2.3 Hz, 1H), 7.05 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 5.35 





6.1.5.19. アリルエーテル体 54の合成 
 
6-ヒドロキシ-2-ナフトニトリル（53）（194.0 mg, 1.15 mmol）のアセトニトリル溶液（5 mL）に臭化アリ
ル（500 uL, 5.91 mmol）と炭酸カリウム（415.1 mg, 3.00 mmol）を加え、アルゴン雰囲気下、室温で７
時間撹拌した。反応混合物に蒸留水（20 mL）を加えクエンチし、酢酸エチル（3×100 mL）で抽出
し、有機層を硫酸ナトリウムで乾燥し、減圧濃縮した。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（ヘ
キサン：酢酸エチル＝4：1→2：1）により精製し、アリルエーテル体 54（224.5 mg 1.07 mmol, 93%）
を白色固体として得た。 
 
1HNMR(500MHz, CDCl3)δ 8.07 (s, 1H), 7.73 (dd, J = 8.6, 5.2 Hz, 2H), 7.51 (dd, J = 8.6, 1.7 Hz, 
1H), 7.25 (dd, J = 9.2, 2.9 Hz, 1H), 7.12 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 6.06-6.14 (m, 1H), 5.45-5.49 (m, 1H), 




6.1.5.20. アリルナフタレン体 55の合成 
 
アリルエーテル体 54(74.8 mg, 0.357 mmol)をアルゴン雰囲気下、200°Cで 2時間撹拌した。反
応混合物をシリカゲルカラムクロマトグラフィー(Hexane:EtOAC = 2:1)で精製し、アリル体 55（50.1 
mg, 0.239 mmol, 75%）を橙色固体として得た。 
 
1HNMR(500MHz, CDCl3)δ 8.14 (s, 1H), 7.94 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.71 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.57-7.59 
(m, 1H), 7.23 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 6.00-6.08 (m, 1H), 5.81 (s, 1H), 5.11 (dd, J = 10.3, 1.7 Hz, 1H), 
5.01 (dd, J = 17.2, 1.1 Hz, 1H), 3.81 (d, J = 5.7 Hz, 2H) ; 13CNMR (126 MHz, CDCl3) δ 154.08, 




6.1.5.21. ルシフェリンアナログ 37bの合成 
 
アリルナフタレン体 55(36.7 mg, 0.175 mmol)のエタノール溶液（1 mL）に D-システイン塩酸塩一
水和物 (100.5 mg, 0.572 mmol)と 1M NaOH水溶液 (1 mL, 1 mmol)を加えた。アルゴン雰囲気下、
80°Cで 2,5時間撹拌した後、1M 塩酸(1 mL)でクエンチした。得られた固体をろ過し、蒸留水で洗
浄した。ろ物を ODSフラッシュクロマトグラフィー(MeOH:H2O=1:9→9:1)により精製しルシフェリンア
ナログ 37b（51,8 mg, 0.165 mmol, 94%）を黄色固体として得た。 
 
IR (neat, ν, cm-1): 1557, 1477, 1361, 1288, 1200, 971; 1HNMR(500MHz, CD3OD)δ 8.20 (s, 1H), 7.88-
7.92 (m, 2H), 7.72 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.18 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 5.95-6.03 (m, 1H), 5.31 (t, J = 8.9 
Hz, 1H), 4.96 (s, 1H), 4.92-4.94 (m, 1H), 3.79 (d, J = 5.7 Hz, 2H), 3.68-3.76 (m, 2H) ; 
13CNMR(126MHz, CD3OD) δ 174.18, 173.73, 155.71, 137.66, 136.87, 131.46, 130.12, 129.25, 
127.71, 125.59, 124.70, 119.76, 118.95, 115.23, 79.17, 36.00, 29.89 ; HR-ESI-MS: m/z: [M + H]+ 






6.1.5.22. チアゾリンメチルエステル体 37b’の合成 
 
ルシフェリンアナログ 37b(20.4 mg, 0.065 mmol)のメタノール溶液(2 mL)に 2.0 M トリメチルシリ
ルジアゾメタンジエチルエーテル溶液(325 μL, 0.65 mmol)を加えた。アルゴン雰囲気下、室温で 2
時間撹拌した後、反応溶液に酢酸（70 μL）を加えクエンチした。残渣をシリカゲルフラッシュクロマ
トグラフィー（Hex:EtOAc = 7:3→1:1）で精製しチアゾリンメチルエステル体 37b’（17.2 mg, 0.053 
mmol, 81%）を黄色固体として得た。 
 
IR (neat, ν, cm-1): 1724, 1573, 1435, 1282, 1204, 985; 1HNMR (500 MHz, CDCl3) δ 8.18 (d, J = 1.7 
Hz, 1H), 7.95 (dd, J = 9.2, 1.7 Hz, 1H), 7.85 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.65 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.12 (d, J 
= 8.6 Hz, 1H), 6.00-6.07 (m, 1H), 5.35 (t, J = 8.9 Hz, 1H), 5.08 (dd, J = 10.0, 1.4 Hz, 1H), 5.02 (dd, 
J = 17.2, 1.7 Hz, 1H), 3.85 (s, 3H), 3.66-3.80 (m, 4H) ; 13CNMR (126 MHz, CDCl3) δ 171.73, 171.61, 
153.20, 135.61, 135.22, 130.42, 129.48, 128.51, 127.27, 125.49, 123.48, 118.91, 117.35, 116.10, 78.32, 
52.98, 35.44, 29.30 ; HR-ESI-MS: m/z: [M + H]+ calcd for C18H18NO3S 328.1007 ; found 328.1002 





6.1.5.23. エステル体 57の合成 
 
6-ヒドロキシ-2-ナフトアルデヒド（56）（1.01 g, 5.88 mmol）のトルエン溶液（20 mL）に wittig試薬 
（(カルベトキシメチレン)トリフェニルホスホラン：Ph3=CHCO2Et）（5.10 g, 14.6 mmol）を加えた。室温
で 15時間撹拌した後、濃縮した。残渣をフラッシュシリカゲルカラムクロマトグラフィーで精製しエス
テル体 57（1.36 g, 5.62 mmol, 96%）を白色固体として得た。 . 
 
1HNMR (500 MHz, CDCl3) δ 7.75-7.85 (m, 3H), 7.61-7.67 (m, 2H), 7.11-7.14 (m, 2H), 6.49 (d, J = 





6.1.5.24. カルボン酸体 58の合成 
 
エステル体 57（515.3 mg, 2.13 mmol）をイソプロパノール（5 mL）と 1M水酸化ナトリウム水溶液
（5 mL）に溶解した。 室温で 1日半撹拌した後、酢酸エチルを 50 mL加えた。この溶液を飽和重
曹水（3×50 mL）で抽出し、水層を 4M塩酸で酸性にした後、酢酸エチル（5×50 mL）で抽出した。
有機層を硫酸ナトリウムで乾燥、減圧濃縮しカルボン酸体 58（450.7 mg, 2.10 mmol, 99%）を白色
固体として得た。 
 
1HNMR (500 MHz, CD3OD) δ 7.88 (s, 1H), 7.75-7.79 (m, 2H), 7.64 (s, 2H), 7.07-7.10 (m, 2H), 6.49 





6.1.5.25. アミド体 59の合成 
 
カルボン酸体 58（241.1 mg, 1.13 mmol）の DMF溶液（15 mL）に S-トリチル-D-システインメチル
エステル（D-cys(Trt)-OMe）（449.2 mg, 1.19 mmol）、1-(3-ジメチルアミノプロピル)-3-エチルカルボ
ジイミド塩酸塩（EDC）（487.0 mg, 2.54 mmol） N,N-ジメチル-4-アミノピリジン（DMAP）（283.2 mg, 








6.1.5.26. チアゾリンメチルエステル 38a’の合成 
 
アミド体 59 粗生成物（136.0 mg）の脱水 CH2Cl2溶液（10 mL）にトリフルオロメタンスルホン酸無
水物（Tf2O）（0.15 mL, 0.91 mmol）をアルゴン雰囲気下、0˚Cで加えた後、室温で 40分撹拌した。
反応混合液に飽和重曹水（5 mL）を加えクエンチし、水（10 mL）を加え、塩化メチレン（2×10 mL）と
酢酸エチル（2×10 mL）で抽出し、有機層を合わせ、硫酸ナトリウムで乾燥、減圧濃縮した。残渣を
シリカゲルフラッシュクロマトグラフィーで精製し、チアゾリンメチルエステル体 38a’（22.9 mg, 0.073 
mmol, 19%（2段階））を橙色固体として得た。 
 
1HNMR (500 MHz, CDCl3) δ 7.72 (s, 1H), 7.68 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.57 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.48 
(dd, J = 8.6, 1.7 Hz, 1H), 7.24 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 7.08-7.13 (m, 3H), 5.25 (t, J = 8.9 Hz, 1H), 3.84 





6.1.5.27. ルシフェリンアナログ 38aの合成 
 
チアゾリンメチルエステル体 38a’（12.6 mg, 0.040 mmol）を 4M塩酸（3 mL）に溶解し、室温で 1
日撹拌した後、水酸化ナトリウム水溶液でクエンチし減圧濃縮した。残渣を ODSフラッシュクロマト
グラフィー（メタノール：水=1:9→9:1）で精製し、ルシフェリンアナログ 38a（4.0 mg, 0.013 mmol, 
33%）を黄色固体として得た。 
 
1HNMR (500 MHz, CD3OD) δ 7.83 (s, 1H), 7.73 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.61-7.65 (m, 2H), 7.26 (d, J 





6.1.5.28. アリルエーテル体 61の合成 
 
6-ヒドロキシ-2-ナフトエ酸 (60)（1.88 g, 10.0 mmol）のアセトニトリル溶液（30 mL）に臭化アリル（5 
mL, 58 mmol）と炭酸カリウム（2.76 g, 20 mmol）を加えた。アルゴン雰囲気下、室温で 2日間撹拌
さんせた後、蒸留水でクエンチし、酢酸エチル（3×100 mL）で抽出した。有機層を硫酸ナトリウム
で乾燥し減圧濃縮した。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（ヘキサン：酢酸エチル＝2：1) 
で精製し、アリルエーテル体 61（1.99 g, 7.41 mmol, 74%）を無色油状物質として得た。 
1HNMR (500 MHz, CDCl3) δ 8.54 (s, 1H), 8.04 (dd, J = 8.6, 1.7 Hz, 1H), 7.85 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 
7.74 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.22 (dd, J = 8.6, 2.3 Hz, 1H), 7.16 (d, J = 2.3 Hz, 1H), 6.05-6.16 (m, 2H), 
5.43-5.50 (m, 2H), 5.30-5.35 (m, 2H), 4.87 (d, J = 5.2 Hz, 2H), 4.69 (dd, J = 16.9, 5.4 Hz, 2H) ； 





6.1.5.29. ナフタレンアリル体 62の合成 
 
アリルエーテル体 61（1.75 g, 6.52 mmol）をアルゴン雰囲気下、200°Cで 5時間撹拌した。反応
混合物をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（ヘキサン：酢酸エチル＝3：1)で精製し、アリルナフタ
レン体 62 (1.29 g, 4.80 mmol, 73%) を褐色固体として得た。 
 
IR (neat, ν, cm-1): 1679, 1625, 1281, 1187, 1105, 968; 1HNMR (500 MHz, CDCl3) δ 8.56 (s, 1H), 8.07 
(d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.93 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.79 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.16 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 6.03-
6.13 (m, 2H), 5.41-5.47 (m, 2H), 5.32 (d, J = 10.3 Hz, 1H), 5.12 (d, J = 9.7 Hz, 1H), 5.05 (d, J = 17.2 
Hz, 1H), 4.88 (d, J = 5.7 Hz, 2H), 3.84 (d, J = 4.6 Hz, 2H) ; 13CNMR (126 MHz, CDCl3) δ 166.72, 
153.52, 135.94, 135.45, 132.52, 131.97, 130.11, 128.53, 126.10, 124.85, 123.41, 118.89, 118.38, 






6.1.5.30. アルコール体 64の合成 
 
 
アリルナフタレン体 62（731.4 mg, 2.73 mmol）のテトラヒドロフラン溶液（8 mL）に tert-ブチルジメ
チルクロロシラン（2.05 g, 13.6 mmol）とトリエチルアミン（1.12 mL, 8.0 mmol) を加え室温で 1時間
撹拌した。薄層クロマトグラフィーにて原料の消失を確認した後、水素化ジイソブチルアルミニウム 
(19%ヘキサン溶液、約 1.0 M) （14 mL, 14 mmol）を 0°Cで反応溶液に加え、7時間撹拌した。室
温に昇温した後、1M塩酸（5 mL）でクエンチした。反応混合物を酢酸エチル（3×70 mL）で抽出し、
有機層を硫酸ナトリウムで乾燥、減圧濃縮した。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（ヘキサ
ン：酢酸エチル＝6：1→酢酸エチルのみ）で精製し、アルコール体 64（893 mg, 100%）を褐色油状
物質として得た。. 
 
IR (neat, ν, cm-1): 1599, 1472, 1249, 987; 1HNMR (500 MHz, CHCl3) δ 7.91 (d, J = 9.2 Hz, 1H), 7.72 
(s, 1H), 7.63 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.45 (dd, J = 8.9, 2.0 Hz, 1H), 7.12 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 5.99-6.06 
(m, 1H), 5.02 (dd, J = 10.0, 2.0 Hz, 1H), 4.95 (dd, J = 17.2, 1.7 Hz, 1H), 4.79 (s, 2H), 3.85 (d, J = 5.7 
Hz, 2H), 1.08 (s, 9H), 0.28 (s, 6H) ; 13CNMR (126 MHz, CHCl3) δ 150.97, 136.73, 135.76, 133.28, 
129.49, 127.72, 126.30, 125.66, 124.44, 122.78, 120.87, 115.28, 65.53, 29.79, 26.00, 18.46, -3.76 ; 




6.1.5.31. エチルエステル体 66の合成 
 
 
アルコール体 64（893 mg, 2.72 mmol）の塩化メチレン溶液（70 mL）に二酸化マンガンを加えた。
室温で 4 時間撹拌した後、セライトろ過で不純物を取り除いた。濾液を減圧濃縮し、アルデヒド体
65 の粗生成物を得た。この粗生成物のベンゼン溶液（40 mL）に wittig 試薬（(カルベトキシメチレ
ン)トリフェニルホスホラン：Ph3=CHCO2Et）（6.23 g, 16 mmol）を加え、アルゴン雰囲気下、室温で１
日間撹拌した。反応溶液を減圧濃縮し、その残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー
（hexane:EtOAc=4:1）で精製しエチルエステル体 66（848 mg, 2.2 mmol, 81%）を薄黄色固体で得
た。  
IR (neat, ν, cm-1): 1707, 1592, 1471, 1373, 1254, 1161, 985; 1HNMR (500 MHz, CHCl3) δ 7.90 (d, J 
= 8.6 Hz, 1H), 7.82-7.86 (m, 2H), 7.64-7.67 (m, 2H), 7.13 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 6.52 (d, J = 15.5 Hz, 
1H), 6.02 (dq, J = 22.8, 5.3 Hz, 1H), 5.03 (dd, J = 10.3, 1.7 Hz, 1H), 4.95 (dd, J = 17.2, 1.7 Hz, 1H), 
4.30 (q, J = 7.3 Hz, 2H), 3.83 (d, J = 5.7 Hz, 2H), 1.37 (t, J = 7.2 Hz, 3H), 1.06 (d, J = 10.3 Hz, 9H), 
0.28 (s, 6H) ; 13CNMR (126 MHz, CHCl3) δ 167.36, 152.20, 144.87, 136.44, 134.71, 130.58, 129.55, 
129.31, 128.54, 124.69, 123.86, 123.16, 121.17, 117.37, 115.42, 60.52, 29.69, 25.93, 18.43, 14.49, -





6.1.5.32. カルボン酸体 67の合成 
 
 
エチルエステル体 66（844 mg, 2.21 mmol）をイソプロパノール（15 mL）と 1M水酸化ナトリウム水
溶液（15 mL, 15 mmol）に溶解した。 室温で 3時間冷やしながら撹拌した後、陽イオン交換樹脂
（Amberlite IR-120H）で中和した。綿栓ろ過で樹脂を取り除き、飽和重曹水（3×20 mL）で抽出し
た。4M塩酸（100 mL）で酸性にした後、酢酸エチル（3×150 mL）で抽出した。有機層を硫酸ナトリ
ウムで乾燥、減圧濃縮しカルボン酸体 67（400 mg, 1.6 mmol, 70%）を薄黄色固体として得た。 
IR (neat, ν, cm-1): 1661, 1597, 1411, 1268, 1190; 1HNMR (500 MHz, CD3OD) δ 7.88-7.90 (m, 2H), 
7.80 (d, J = 15.5 Hz, 1H), 7.67-7.69 (m, 2H), 7.15 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 6.51 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 
5.96-6.04 (m, 1H), 4.97 (s, 1H), 4.93-4.95 (m, 1H), 3.79 (d, J = 5.7 Hz, 2H) ; 13CNMR (126 MHz, 
CD3OD) δ 170.79, 155.12, 146.83, 137.78, 136.10, 131.91, 129.95, 129.85, 129.75, 125.12, 124.59, 






6.1.5.33. アミド体 68の合成 
 
カルボン酸体 67（259 mg, 1.0 mmol）と S-トリチル-D-システインメチルエステル（D-Cys(S-Trt)-
OMe）（500 mg, 1.3 mmol）のピリジン溶液（15 mL）に 1-(3-ジメチルアミノプロピル)-3-エチルカルボ
ジイミド塩酸塩（EDC）（389 mg, 2.0 mmol）と 1-ヒドロキシベンゾトリアゾール（HOBt）（284 mg, 2.1 
mmol）を加えた。アルゴン雰囲気下、室温で 1日間撹拌した後、トルエン（30 mL）を加え減圧濃縮
した。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（hexane:EtOAc=3:2→1:1）で精製し、アミド体 68
（383 mg, 0.63 mmol）の粗生成物を白色固体として得た。 





6.1.5.34. チアゾリンメチルエステル体 38b’の合成 
 
アミド体 68粗生成物（243 mg）の脱水 CH2Cl2溶液（20 mL）にトリフルオロメタンスルホン酸無水
物（Tf2O）（0.30 mL, 1.83 mmol）をアルゴン雰囲気下、0˚Cで加えた後、室温で 30分撹拌した。反
応混合液に飽和重曹水（15 mL）を加えクエンチし、塩化メチレン（3×50 mL）で抽出し、有機層を硫
酸ナトリウムで乾燥、減圧濃縮した。残渣をシリカゲルカラムクロマトグラフィー（hexane：EtOAc＝
1:1）で精製し、チアゾリンメチルエステル体 38b’（ 67.6 mg,0.205 mmol, ３２%（2 段階））を橙色固
体として得た。 
IR (neat, ν, cm-1): 1732, 1616, 1557, 1433, 1194, 1164, 959 ; 1HNMR (500 MHz, CHCl3) δ 7.79 (d, J 
= 9.2 Hz, 1H), 7.66 (s, 1H), 7.49-7.52 (m, 2H), 7.23 (s, 1H), 7.14 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 7.09 (d, J = 
16.0 Hz, 1H), 6.00-6.08 (m, 1H), 5.27 (t, J = 8.9 Hz, 1H), 5.00-5.05 (m, 2H), 3.77-3.83 (m, 5H), 3.59-
3.70 (m, 2H) ; 13CNMR (126 MHz, CHCl3) δ 171.75, 171.47, 153.05, 143.21, 136.01, 134.32, 130.07, 
129.42, 128.92, 128.81, 124.06, 123.78, 120.72, 119.00, 117.99, 115.69, 77.42, 53.04, 34.65, 29.28 ; 




6.1.5.35. ルシフェリンアナログ 38bの合成 
 
チアゾリンメチルエステル体 38b’（10.7 mg, 0.030 mmol）に THF（100 μL）と 4M塩酸（100 μL）で
溶解した。アルゴン雰囲気下、室温で 1 日間撹拌した後、15%アンモニア水溶液でクエンチし、減
圧濃縮した。残渣をODSフラッシュクロマトグラフィー（メタノール：水=1:9→9:1）で精製し、ルシフェ
リンアナログ 38b（7.6 mg, 0.022 mmol, 44%）を黄色固体として得た。 
IR (neat, ν, cm-1): 1571, 1364, 1195, 1160, 956 ; 1HNMR (500 MHz, CD3OD) δ 7.88 (d, J = 9.2 Hz, 
2H), 7.66 (d, J = 8.6 Hz, 2H), 7.37 (d, J = 16.0 Hz, 1H), 7.12-7.15 (m, 2H), 5.95-6.03 (m, 1H), 5.19 
(t, J = 8.9 Hz, 1H), 4.96 (s, 1H), 4.94 (d, J = 3.4 Hz, 1H), 3.78 (d, J = 5.7 Hz, 2H), 3.61-3.70 (m, 
2H) ; 13CNMR (126 MHz, CD3OD) δ 173.09, 172.45, 153.81, 143.72, 136.45, 134.62, 130.07, 128.93, 





6.1.5.36. AMP化ルシフェリン 2の合成 
 
D-ルシフェリン（1a）（1 mg）の DMF溶液（0.5 mL）にアデノシン一リン酸（10 mg）と N,N’-ジシクロ
ヘキシルカルボジイミド（DCC）（10 mg）を加え、室温で 1 時間撹拌した。反応混合物に冷アセトン
（1 mL）を加え遠心分離（5 min, 10000 rpm）した。上澄みを捨て、再び冷アセトンを加え遠心分離
（5 min, 10000 rpm）した。これを 2度繰り返し、沈殿物を真空乾燥させ、AMP化ルシフェリン 2を白
色固体の粗生成物として得た。 










D-ルシフェリン（1a）（1 mg）の DMF溶液（0.5 mL）にヌクレオチド R（70-75）（10 mg）と N,N’-ジシ
クロヘキシルカルボジイミド（DCC）（10 mg）を加え、室温で 1 時間撹拌した。反応混合物に冷アセ
トン（1 mL）を加え遠心分離（5 min, 10000 rpm）した。上澄みを捨て、再び冷アセトンを加え遠心分
離（5 min, 10000 rpm）した。これを 2度繰り返し、沈殿物を真空乾燥させ、反応中間体ルシフェリン
アナログ 70a-75aを白色固体の粗生成物として得た。 
・反応中間体アナログ 70a 
LC/MS（Mightysil RP-18GP Aqua）：No Data 
・反応中間体アナログ 71a 
LC/MS（Mightysil RP-18GP Aqua）：RT 17.2 min ESI-MS: m/z: [M + H]+ 627.87 
・反応中間体アナログ 72a 
LC/MS（Mightysil RP-18GP Aqua）：RT 13.2 min ESI-MS: m/z: [M + H]+ 569.81 
・反応中間体アナログ 73a 
LC/MS（Mightysil RP-18GP Aqua）：RT 14.0 min ESI-MS: m/z: [M + H]+ 609.89 
・反応中間体アナログ 74a 
LC/MS（Mightysil RP-18GP Aqua）：RT 15.0 min ESI-MS: m/z: [M + H]+ 610.89 
・反応中間体アナログ 75a 










In vitro 生物発光測定では、組換え Ppy ルシフェラーゼ(QuantiLum recombinant luciferase, 
Promega corp., USA)および天然ホタルから精製した Ppy ルシフェラーゼ(Sigma-Aldrich Co. LLC.)
を使用した。 
AMP化体アナログの分析には、Thermo Fisher Scientific LCQ Fleet LC-MS を使用し、ODSカラ
ム(Mightysil RP-18 GP Aqua)を用いて、10％〜90％アセトニトリル(流速 0.3 mL /分)による勾配溶
出で、330nmの UV検出器で検出した。 
生物発光強度は ATTO AB-2200ルミノメーターを用いてモニターし、生物発光スペクトルは ATTO 
AB-1850分光光度計(データ間隔 1 nm、スリット幅 1mm)を用いて測定した。 




6.2.1. 大型動物モデル実験（本論 2.2） 
市販の豚肉（白色骨格筋、赤色骨格筋）を使用し、1 枚約 1 cm 厚で準備した。底面に検出器があ
るため、骨格筋を並べた上に発光させた 1.5 mL チューブに発光溶液を乗せ、上部からの散乱光
が入らないため上から 1 cm の骨格筋を載せた。基質は純水に溶解し調整した。2.2.1 の高輝度条
件では pH8 50 mM Tris-HCｌ緩衝液 30 μL に 1 mg/mL 酵素（Ppy）30μL、1 mM 基質 30 μL、10 
mM ATP-Mg 60 μL で発光させた。2.2.2 と 2.2.3 ではリン酸緩衝生理食塩水（PBS）30 μL に 0.1 
mg/mL酵素（Ppy）30μL、1 mM基質 30 μL、10 mM ATP-Mg 60 μLで発光させた。 
 
6.2.2. ミニブタの発光イメージング(本論 2.3) 
2.3.1では測定機器に「NightSHADE LB985（Berthold社製）」を用いた。オスのMicro mini pig（6.8 
kg, 体長 52 cm）を用いた。TokeOni60 mMを 17 mL（50 mg/kg）投与した。 
2.3.2では測定機器に「IVIS（Perkin Elmer社製）」を用いた。16-4433Micro mini pig（オス、生後 38
日、3.5 kg, 体長 30 cm、鼻長 10 cm）を用いた。HeLa/luc2細胞（300万細胞）を移植した。TokeOni




6.2.3. 発光活性測定（本論 3.3） 
6.2.3.1. 生物発光波長 
ルシフェリンアナログ 50 mM KPB（pH = 6.0）溶液 20 μL と Ppyルシフェラーゼ 35％グリセロー
ル 50 mM KPB （pH = 8.0）20 μL、500 mM KPB（pH = 8.0）20 μL をポリスチレンチューブ内で混
合し、ATP-Mg40 μLをシリンジにて注入して測定した。発光波長をスペクトロメーターAB-1850にて





基質 [μM] 酵素（Ppy） [mg/mL] ATP-Mg [mM]
1a 250 0.1 10
1b 500 0.1 10
5a 500 0.1 10
5b 500 1.0 10
6a 500 0.1 10
6b 500 1.0 10
3a 500 1.0 10
3b 500 1.0 10
4a 500 1.0 10
4b 250 1.0 10
基質 [μM] 酵素（Ppy） [mg/mL] ATP-Mg [mM]
1a 50 0.02 4
1b 100 0.02 4
5a 100 0.02 4
5b 100 0.2 4
6a 100 0.02 4
6b 100 0.2 4
3a 100 0.2 4
3b 100 0.2 4
4a 100 0.2 4






化学発光条件はルシフェリンアナログ（1, 37, 38a, b）とルシフェリンアナログ（14, 15a, b）で測定
方法を分けた。 
ルシフェリンアナログ（1, 37, 38a, b）はチアゾリンメチルエステル体（1, 37, 38a’, b’）を用いた発光
測定を行った。2.5 mM 基質 DMSO 溶液 200 μL をポリスチレンチューブに入れ、シリンジで 250 
mM t-BuOK DMSO溶液 40 μLを注入して発光させた。発光波長はスペクトロメーターAB-1850で
180秒間測定した。 
ルシフェリンアナログ（14, 15a, b）はプロピルホスホン酸無水物溶液（T3P）を用いた発光測定を
行った。ルシフェリンアナログDMF溶液（14a,b：50 mM、15a,b：20 mM）20 μLと 150 mM T3P DMF




250 μM ルシフェリンアナログ 50 mM KPB（pH = 6.0）溶液 20 μL と Ppy ルシフェラーゼ（0.1 
mg/mL）35％グリセロール 50 mM KPB (pH = 8.0)20 μL、500 mM KPB（pH = 8.0）20 μL をポリスチ








ルシフェリンアナログの 50 mM KPB（pH = 6.0）溶液 20 μL と Ppyルシフェラーゼ（0.1 mg/mL）
35％グリセロール 50 mM KPB (pH = 8.0)20 μL、500 mM KPB（pH = 8.0）20 μL をポリスチレンチュ













基質 [μM] 酵素（Ppy） [mg/mL] ATP-Mg [mM]
1a 100 0.01 0.2
1b 100 0.01 10
14a 50 0.01 10
14b 50 0.1 10
15a 500 0.1 0.2
15b 500 0.1 10
17a 100 0.1 10
17b 100 0.1 10
18a 500 0.1 10
18b 250 0.1 10
基質 [μM] 酵素（Ppy） [mg/mL] ATP-Mg [mM]
1a 20 0.002 0.08
1b 20 0.002 4
14a 10 0.002 4
14b 10 0.02 4
15a 100 0.02 0.08
15b 100 0.02 4
17a 20 0.02 4
17b 20 0.02 4
18a 100 0.02 4





1a 234280000 11081161 0.047
1b 205935667 13746828 0.067
14a 24748700 7813140.9 0.316
14b 68655967 23878348 0.348
15a 102125767 15954511 0.156
15b 77689700 30861659 0.397
17a 248515667 15024467 0.060
17b 94268967 6260460.4 0.066
18a 87675167 5909796.7 0.067





ルシフェリンアナログ 50 mM KPB（pH = 6.0）溶液 20 μL と Ppyルシフェラーゼ 35％グリセロー
ル 50 mM KPB （pH = 8.0）20 μL、500 mM KPB（pH = 8.0）20 μL をポリスチレンチューブ内で混
合し、ATP-Mg40 μL をシリンジにて注入して測定した。発光強度をルミノメーターAB-2270 にて 10







基質 [μM] 酵素（Ppy） [mg/mL] ATP-Mg [mM]
1a 10-500 0.01 0.2
1b 50-1000 0.01 0.2
14a 1-100 0.01 0.2
14b 10-200 0.01 0.2
15a 5-100 0.01 0.2
15b 10-500 0.01 0.2
17a 10-200 0.01 0.2
17b 5-100 0.01 0.2
18a 1-50 0.01 0.2
18b 1月25日 0.01 0.2
基質 [μM] 酵素（Ppy） [mg/mL] ATP-Mg [mM]
1a 2-100 0.002 0.08
1b 10-200 0.002 0.08
14a 0.2-20 0.002 0.08
14b 2-40 0.002 0.08
15a 1-20 0.002 0.08
15b 2-100 0.002 0.08
17a 2-40 0.002 0.08
17b 1-20 0.002 0.08
18a 0.2-10 0.002 0.08






6.3.1. Venus-Ppy発現 HeLa細胞による生物発光スペクトル測定 
HeLa 細胞を、10％ウシ胎仔血清(FBS)および 1％ penicillin-streptomycin 溶液を含有するダル
ベッコ変法イーグル培地中の 60 mm ディッシュ上で増殖させた。cDNA トランスフェクションをコー
ドする Venus-Ppy(luc2、Promega corp.)は、polyethlenimine(PEI, linear, MW 25,000)を用いて行っ
た。トランスフェクションの 24 時間後にトリプシン処理し、PBSで懸濁した Venus-Ppy発現 HeLa細
胞を使用した。 
250 μM のルシフェリンアナログ 10％MeOH 含有 PBS 緩衝液(50 μL)を Venus-Ppy発現 HeLa 細
胞(1000 cell/μL、50 μL)に注入することによって L-L反応を開始した。多機能インビボイメージング
システム(露光時間：20秒)を用いて 5400秒間測定した。 
6.3.2. in vivo 生物発光イメージング測定 
生物発光イメージング測定のために、CAG-ffLuc-cp156 トランスジェニックマウス 85(C57BL / 6,6 ヶ
月齢)を脱毛クリームによる除毛後に使用した。マウスを 2％イソフルランで麻酔し、ルシフェリンア
ナログ（20％MeOH 含有リン酸緩衝化生理食塩水（PBS）中（1a,15a：1 mM-100 μL、15b,38b：500 
μM-200 μL））を腹腔内注射した。注入後直ちに、多機能インビボイメージングシステムを用いて測
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